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I. Introduccio n 
I.1. Pesticidas 
I.1.1. Definición 
Según el Reglamento (CE) nº 1107/2009 de 21 de octubre de 2009 relativo a la 
comercialización de productos fitosanitarios, un pesticida o  producto fitosanitario se define 
como el producto que contenga o esté compuesto de sustancias activas, protectores o 
sinergistas y que está destinado a uno de los siguientes usos: 
- Proteger a  los vegetales o sus productos de los organismos nocivos. 
- Influir en los procesos vitales de los vegetales. 
- Destruir vegetales o partes de vegetales no deseados (excepto algas) 
- Controlar o evitar el crecimiento no deseado de vegetales. 
I.1.2. Clasificación de los pesticidas 
Los pesticidas se pueden clasificar de varias maneras: 
I.1.2.1. Según su finalidad: 
o Fungicidas y bactericidas: su objetivo es controlar el crecimiento de los hongos 
(mildiu, oidio, fusarium…) y/o bacterias (Xanthomonas, Erwinia…). Existen 
diferentes grupos químicos como las acilalaninas (metalaxil), oxazolidinonas 
(oxadixil), fenilureas (peniricon), triazoles (penconazol) o carboxamidas 
(carboxina).  
o Herbicidas: se usan para controlar el desarrollo de la flora adventicia que 
compite con los cultivos. Hay que destacar grupos químicos como las 
cyclohexanodionas (cletodim), los ariloxifenoxipropionatos (metil-diclofop), 
sulfonilureas (triasulfurón), triazinas (terbutilazina), uracilos (lenacilo) o ureas 
(clortolurón). 
o Insecticidas y acaricidas: su objetivo es combatir insectos y ácaros. Pueden 
afectar al insecto en diferentes fases o estadios de desarrollo. Pueden dividirse 
entre otros en carbamatos (metiocarb), organofosforados (clorpirifos) 
fenilpirazoles (fipronil), piretroides (acrinatrín) y  neonicotenoides (acetamiprid 
o clotianidina) entre otros grupos. 
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o Nematicidas: se usan para combatir los nematodos. Algunos nematicidas 
también actúan contra insectos y otras plagas y enfermedades, como el bromuro 
de metilo, ya prohibido. Hay distintos grupos químicos como los 
organofosforados (fenamifos) o carbamatos (oxamilo) 
o Rodenticidas: se utilizan para controlar las plagas de diferentes especies de 
roedores. En España sólo está permitido el uso de la bromadiolona, que 
pertenece al grupo químico de las cumarinas. 
I.1.2.2. Según la forma de presentación:  
o En forma sólida 
 Polvo para espolvoreo 
 Polvo soluble 
 Polvo mojable 
 Cebos granulados o en bloque 
o En forma líquida: 
 Concentrado soluble 
 Concentrado emulsionable 
o Otras formas de presentación:  
 En este grupo están los que se presentan en forma de gas, aerosoles, o 
tabletas fumigantes (para su mezcla en agua, o bien para quemarlas y 
que actúen los gases formados con la combustión). 
I.1.2.3. Según su comportamiento en la planta 
o Sistémicos: una vez aplicado el producto penetra en la planta y se incorpora a la 
savia, llegando así a todas las partes de la misma. Dependiendo del fitosanitario 
puede ser absorbido por la superficie foliar y/o por otras partes de la planta, 
como las raíces. Suelen usarse con fines preventivos. 
o Penetrantes: sólo penetran en la zona de la planta sobre la que se han aplicado, 
no incorporándose a la savia y por tanto no se trasladan a otras partes de la 
planta. Son empleados en tratamientos preventivos o curativos. 
o De contacto: se quedan en la superficie de la planta donde son aplicados. Éstos 
se usan en tratamientos de tipo preventivo. 
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I.1.3. Producción y uso actual 
La existencia de enfermedades, plagas y plantas adventicias que compiten con los cultivos ha 
hecho que desde largo tiempo atrás los agricultores buscaran soluciones para paliar en la medida 
de lo posible la pérdida de producción. A lo largo de la historia se han ido probando numerosos 
productos para combatir las plagas. Ya en el siglo XX, se produjo una revolución química que 
dio lugar al desarrollo de productos como los pesticidas orgánicos sintéticos que revolucionaron 
el control de las plagas.  
En cuanto a las malas hierbas, éstas pueden producir en los cultivos algunos fenómenos 
competitivos: competencia por el espacio útil, competencia por la luz y competencia por los 
nutrientes. También pueden interferir con el cultivo produciendo substancias alelopáticas. Todo 
esto provoca unas grandes pérdidas que llevan a la necesidad de emplear medios de control de la 
flora adventicia, bien utilizando medios mecánicos, culturales o químicos.  
Actualmente, sólo en España se comercializan más de 60000 toneladas anuales de productos 
fitosanitarios, según datos del Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente. No 
obstante se está produciendo, bien sea por un aumento de la conciencia ecológica de la 
sociedad, o debido al alza de precios de estos productos, una racionalización en el uso de los 
mismos. Según la ―Encuesta de Comercialización de Productos Fitosanitarios‖ correspondiente 
al año 2012, realizada por este Ministerio, en España se consumieron las siguientes cantidades 
de los distintos tipos y subtipos de productos fitosanitarios: (Tabla 1.)  
Tabla 1. Fitosanitarios comercializados en España en toneladas en 2012. (Encuesta de 
Comercialización de Productos Fitosanitarios. Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio 
Ambiente.) 
Principales grupos de sustancias químicas Toneladas 
Fungicidas y Bactericidas 26540 
Herbicidas 13624 
Insecticidas y Acaricidas 7706 
Molusquicidas, Reguladores de Crecimiento y Otros 14899 
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Dentro de los herbicidas se recogieron los datos relativos al consumo distinguiendo cada 
categoría (Tabla 2):  
Tabla 2. Tipos de herbicidas comercializados en España en toneladas en 2012. (Encuesta de 
Comercialización de Productos Fitosanitarios. Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio 
Ambiente.) 
Herbicidas Toneladas 
Fenoxifitohormonas 1357 
Triazinas y Triazinonas 793 
Amidas y Anilidas 1070 
Carbamatos y Bicarbamatos 19 
Derivados de Dinitroanilina 318 
Urea y Uracilo 906 
Otros y no clasificados 9161 
 
En el ―Anuario de Estadística 2013‖, publicado por el Ministerio de Agricultura, 
Alimentación y Medio Ambiente se recoge una serie histórica del consumo en España de las 
distintas clases de fitosanitarios, cuantificadas según su valor corriente a precios básicos (Figura 
1). 
A lo largo de estos años se puede observar que tanto el consumo de herbicidas como el total 
de fitosanitarios se mantiene constante. No obstante en 2012 se produjo una caída en el 
consumo total, siendo esa caída algo puntual, pues en 2013 (según estimaciones) se espera que 
repunte y vuelva al nivel normal de consumo. 
Se puede observar (Figura 2)  un importante volumen de consumo de los herbicidas (36% en 
el 2013) respecto al consumo de los demás tipos de fitosanitarios. Es por ello la importancia del 
estudio de su uso y de las consecuencias del mismo.  
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Figura 1. Serie histórica de consumo de fitosanitarios por tipos. Valor corriente a precios básicos 
(millones de €). (Anuario de Estadística de 2013. Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio 
Ambiente.) 
Figura 2. Distribución del consumo de productos fitosanitarios a lo largo de los años 2003-2013 
(Anuario de Estadística 2013. Ministerio de Agricultura, Alimentación y Medio Ambiente.).  
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I.1.4. Clasificación de los herbicidas 
Debido a que el Trabajo Fin de Máster se centra en la influencia sobre la actividad biológica 
y la microbiología del suelo de un  herbicida, en este apartado se abordará de forma más amplia 
la clasificación de los herbicidas. 
Los herbicidas se pueden clasificar según tres principios: el momento de aplicación, la 
finalidad para la que se utilizan y el estado de desarrollo de la mala hierba. 
I.1.4.1. Según el momento de aplicación 
o Presiembra: son de aplicación anterior a la siembra, después de realizar la 
preparación del suelo. 
o Preemergencia: se aplican después de la siembra del cultivo pero antes de la 
nascencia del mismo. 
o Postemergencia: su aplicación se realiza después de que el cultivo haya 
germinado. 
I.1.4.2. Según su finalidad 
o Herbicidas selectivos: actúan sólo sobre unas especies determinadas. 
o Herbicidas totales: son los que afectan a todo tipo de plantas. 
I.1.4.3. Según la forma de actuación sobre las malas hierbas 
o Herbicidas de contacto: son los que afectan la parte aérea de la planta sobre la 
que se aplican. 
o Herbicidas residuales: ejercen su acción a lo largo de un tiempo. Se aplican en 
el suelo y permanecen en el mismo, formando una película que elimina la mala 
hierba cuando esta nace y entra en contacto con ella. 
o Herbicida sistémico: estos herbicidas entran en la planta y se traslocan por su 
interior con la savia, actuando de forma general en toda ella. 
I.1.5. Herbicida objeto del estudio 
El herbicida estudiado en este trabajo es el triasulfurón, que pertenece al grupo de las 
sulfonilureas. 
I.1.5.1. Sulfonilureas 
Este tipo de herbicidas que se desarrollaron en la década de los ochenta  inhiben la 
acetolactato sintetasa y tienen dosis de aplicación muy bajas (de 2 a 75g/ha) (Labrada, 1996). Se 
ha detectado selectividad basada en una rápida inactivación metabólica en varios cultivos, como 
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trigo, cebada, maíz, arroz, soja y colza. Las sulfonilureas tienen muy baja toxicidad para los 
mamíferos y bajo riesgo para el medio ambiente, ya que se hidrolizan y degradan por los 
microorganismos del suelo. Estos herbicidas son ácidos débiles y se ionizan a pH alto; la forma 
neutra es más lipofílica y menos soluble en agua que la forma aniónica. A pH bajo tienden a 
fijarse más fuertemente a los coloides del suelo y a ser menos móviles. Las sulfonilureas se 
absorben bien a través de las hojas y las raíces, se mueven fácilmente en el apoplasto y el 
simplasto, para acumularse en los meristemos. A sólo pocas horas de la aplicación el 
crecimiento de los tallos y las raíces se detiene, pero los síntomas fitotóxicos, como la clorosis 
del follaje, se desarrollan en un plazo de cuatro a diez días después de la aplicación. Se aplican 
en pre y post-emergencia para controlar varias especies de hoja ancha y algunas gramíneas. La 
actividad residual depende del pH del suelo y de las características de los compuestos 
individualmente.  
I.1.5.2. Triasulfurón 
El triasulfurón es un herbicida del grupo de las sulfonilureas de peso molecular 401,8g mol
-1
. 
Tiene apariencia de polvo fino blanco. Es un herbicida selectivo de pre y post-emergencia para 
el trigo y post-emergencia para la cebada. Controla algunas gramíneas anuales como Lollium 
spp así como numerosas adventicias de hoja ancha. Cuando es aplicado sobre las plantas y en el 
suelo es rápidamente absorbido por las hojas y las raíces, y traslocado hacia los puntos de 
crecimiento de raíces y tallos, inhibiendo el crecimiento de los tejidos meristemáticos de las 
especies sensibles. 
Cuando es aplicado en preemergencia impide la nascencia de la planta o ésta llega como 
mucho al estado de cotiledón. Si es aplicado en postemergencia se produce una rápida detención 
del crecimiento y aparecen síntomas de clorosis acompañados de la muerte de la yema terminal, 
la planta necrosa y muere en unas 3-6 semanas (Liñán y Vicente, 2014).  
El triasulfurón inhibe la enzima acetolactato sintasa en las plantas, que es responsable de la 
formación de los aminoácidos valina, leucina e isoleucina, necesarios en los procesos de 
división celular y como consecuencia en el crecimiento y desarrollo de las plantas. La 
selectividad de este herbicida radica en la rapidez con la que lo metabolizan las plantas, así los 
cereales lo metabolizan rápidamente en productos no fitotóxicos (Liñán y Vicente, 2014).  
I.2. Dinámica de los pesticidas en el suelo 
Una vez el producto fitosanitario es aplicado se distribuye en las distintas fases del ambiente: 
suelo, agua, aire, animales y plantas. El pesticida puede sufrir una serie de procesos físicos, 
químicos o biológicos que están relacionados entre sí.  
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Estos procesos se pueden clasificar en tres grupos (Marín Benito, 2011): 
- Procesos de acumulación: aquí se engloban aquellos en los que el pesticida pasa de un 
medio a otro sin experimentar ninguna transformación química, de este modo mantiene 
intacta su función inicial. En este grupo se encuentran los procesos de adsorción-
desorción. 
- Procesos de movimiento: en este grupo se pueden clasificar los referidos al movimiento 
de los pesticidas respecto al lugar de aplicación. Entre los procesos que movilizan al 
pesticida en el suelo hay que destacar la lixiviación, la escorrentía y la volatilización. 
- Procesos de eliminación: son procesos fotoquímicos, químicos o biológicos que llevan 
aparejada una transformación de los mismos dando lugar a otros con distinta función, 
toxicidad y comportamiento que los originales. En este grupo se encuentran los 
fenómenos de degradación. 
 
Figura 3. Procesos que determinan la dinámica de pesticidas en el suelo (Abaunza, 2014)  
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I.2.1. Procesos de acumulación: Adsorción-desorción 
El proceso de adsorción se puede definir como el proceso por el cual las moléculas de un 
soluto (adsorbato) pasan desde la fase acuosa hasta la superficie de un sólido que actúa como 
sorbente (adsorbente). 
El proceso inverso es el de desorción. Éste es el fenómeno por el cual el adsorbato es 
liberado de la superficie del adsorbente. Éste está ligado con la energía de adsorción, a mayor 
energía más difícil será la desorción del pesticida y viceversa. 
I.2.2. Procesos de movimiento: Lixiviación, escorrentía y volatilización 
La lixiviación es el proceso que implica el movimiento vertical de los pesticidas por el perfil 
del suelo como consecuencia de su dilución en el agua de lluvia o de riego de los cultivos. Es 
considerado como el mecanismo más importante en la contaminación de las aguas subterráneas 
por pesticidas. 
El fenómeno de escorrentía se produce cuando el agua aplicada a un suelo, por medio de la 
lluvia o del riego, supera la capacidad de infiltración del mismo. Cuando esto ocurre los 
pesticidas son transportados superficialmente, disueltos en el agua o ligados a las partículas 
coloidales del suelo, desde las zonas agrícolas hasta las aguas superficiales que son 
contaminadas. 
La volatilización se produce al pasar el pesticida a estado gaseoso desde  plantas, agua 
superficial o suelo. 
I.2.3. Procesos de eliminación: Degradación 
La degradación de un pesticida es el proceso que mayor pérdida de compuesto puede 
originar después de su aplicación. Un pesticida es susceptible a tres tipos de degradación: 
microbiológica, química y fotoquímica. 
La degradación microbiológica o biodegradación  es llevada a cabo por cabo por hongos, 
bacterias y otros microorganismos que se alimentan del pesticida obteniendo energía.  La 
degradación microbiológica se puede clasificar en tres tipos atendiendo a la velocidad del 
proceso (Marín Benito, 2011): 
- Tipo 1: Degradación inmediata: la biodegradación comienza inmediatamente y los 
compuestos son fácilmente utilizados como fuente de energía y crecimiento. 
- Tipo 2: La biodegradación comienza de manera lenta y requiere un proceso de 
aclimatación, tras el cual se produce una rápida degradación. 
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- Tipo 3: La biodegradación es lenta o no ocurre, pudiendo pensar que el pesticida es 
persistente frente a la degradación microbiológica. 
La degradación química es distinta de la degradación microbiológica, pero es difícil 
distinguir una de otra. Para poder hacerlo es preciso eliminar los microorganismos del suelo por 
medio de técnicas de radiación o esterilización.  No obstante la degradación química suele tener 
menos importancia que la microbiológica, debido a la competencia de los oxidantes por la 
materia orgánica presente en el suelo. Entre otros procesos químicos implicados se encuentran 
los procesos de oxidación, reducción, deshidrohalogenación y especialmente los de hidrólisis. 
La degradación fotoquímica de los pesticidas se produce debido a la acción de la luz solar 
cuando éstos se encuentran presentes en la superficie o en las capas superficiales del suelo. 
Todos los pesticidas, en algún grado, son susceptibles a este tipo de degradación (Gavrilescu, 
2005). 
I.2.3.1. Factores que influyen en la degradación de los pesticidas en el suelo 
El nivel de la degradación de los pesticidas realizada por los microorganismos depende de 
una serie de factores como son las propiedades químicas del pesticida y fisicoquímicas del suelo 
(temperatura, pH, humedad, aireación, contenido en materia orgánica, etc.), las condiciones 
ambientales y la frecuencia de aplicación del pesticida (Marín Benito, 2011). Éste tipo de 
degradación puede consistir en pequeñas transformaciones que cambian poco la estructura del 
compuesto (cometabolismo o proceso de transformación en otros compuestos químicos), hasta 
procesos de mineralización que degradan el pesticida hasta la obtención de CO2, NH4
+
, Cl
-
, etc. 
La actividad metabólica, influenciada siempre por esos factores, puede ser rápida (de unas 
horas) o muy lenta (años) (Marín Benito, 2011). 
Las principales reacciones químicas que desencadenan la degradación química o abiótica 
de los pesticidas son hidrólisis, reacciones de oxidación-reducción e ionización. Es por ello que 
uno de los principales factores que influye en la degradación química es el pH del suelo. 
En la degradación fotoquímica influyen características del suelo como la textura, 
compactación, etc.; ya que estos parámetros influyen en gran medida en que la luz entre en los 
primeros 10 cm de suelo y actúe sobre el pesticida. Además, la duración de la luz, su intensidad 
y el tiempo de exposición son factores que se tienen que considerar en el estudio de la 
degradación fotoquímica. Otra variable a tener en cuenta es el modo de aplicación del pesticida 
debido a que los pesticidas que se aplican a la superficie foliar o del suelo son más susceptibles 
de ser afectados por este tipo de degradación. 
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I.3. Residuos orgánicos. El compost 
Actualmente se produce gran cantidad de residuos orgánicos y estos pueden provocar 
desequilibrios en el medio ambiente. Esto ha llevado a la sociedad a buscar soluciones para la 
gestión de los mismos. Una de ellas es el compostaje. 
Un residuo, según la Ley 22/2011 de 28 de julio, de residuos y suelos contaminados, se 
define como: ―cualquier sustancia u objeto que su poseedor deseche o tenga la intención o la 
obligación de desechar‖. Asimismo define biorresiduo como “residuo biodegradable de 
jardines y parques, residuos alimenticios y de cocina procedentes de hogares, restaurantes, 
servicios de restauración colectiva y establecimientos de venta al por menor; así como residuos 
comparables procedentes de plantas de procesado de alimentos”. Toda la legislación española 
y europea se está enfocando actualmente hacia el aprovechamiento y la reutilización de este tipo 
de residuos. 
Debido a menudo a la sobreexplotación y a una mala gestión agronómica, los suelos de 
Castilla y León poseen un muy bajo contenido en materia orgánica, no llegando en muchos 
casos al 1%, lo que obliga a tomar medidas, tanto en favor de los suelos (pues el aumento de 
materia orgánica disminuye la erosión) como para aumentar su productividad.  
El compost se utiliza en agricultura principalmente como fertilizante, no obstante su 
aplicación tiene otras muchas ventajas derivadas del aporte de materia orgánica: 
- Contribuye a que las partículas minerales individuales formen agregados estables, 
mejorando la estructura del suelo y facilitando su laboreo. 
- Favorece una buena porosidad, mejorando así la aireación y la penetración del agua. 
- Aumenta la capacidad de retención de agua. 
- Disminuye los riesgos de erosión. 
- Actúa como agente amortiguador al disminuir la tendencia a un cambio brusco del pH 
del suelo cuando se aplican sustancias ácidas o alcalinas. 
- Hace posible la formación de complejos organometálicos, estabilizando así 
micronutrientes del suelo que de otro modo no serían aprovechables. 
- Es una fuente de elementos nutritivos, que son aprovechables por las plantas después 
que la materia orgánica ha sido descompuesta por los organismos. 
La aplicación del compost, de manera general, se realiza en otoño o primavera. Como es 
lógico la dosis de aplicación dependerá en cada caso del cultivo, del suelo y de las 
características específicas del compost. Antes de su aplicación será necesario disponer de un 
Introducción 
 
12 
análisis de suelo y así planificar las enmiendas teniendo en cuenta su degradación anual y los 
aportes que proporciona. 
El proceso de compostaje se define como una descomposición biológica y de estabilización 
de la materia orgánica, bajo condiciones que permitan un desarrollo de temperaturas 
termofílicas como consecuencia de una producción biológica de calor, que da un producto final 
estable, libre de patógenos y semillas de malas hierbas y que aplicado al terreno produce un 
beneficio (Haug, 1993). 
Durante este proceso se suceden una serie de etapas caracterizadas por la actividad de 
distintos organismos, existiendo una estrecha relación entre la temperatura, el pH y el tipo de 
microorganismos que actúa en cada fase. 
- Preparación: se acondicionan y mezclan los materiales de partida para regular su 
contenido en agua, el tamaño de las partículas, eliminar los elementos no transformables 
y ajustar los nutrientes para lograr una relación adecuada C/N adecuada. 
- Descomposición mesófila: Esto sucede a temperaturas inferiores a 40ºC. Se produce 
una degradación de azúcares y aminoácidos por la acción de grupos de bacterias 
(Bacillus y Thermus). 
- Descomposición termófila: ésta etapa tiene lugar a temperaturas entre 40 y 60ºC. Se 
degradan ceras polímeros y hemicelulosa por bacterias del grupo de los actinomicetos 
(Micromonospora, Streptomyces, etc.). 
- Descomposición mesófila de enfriamiento: A menos de 40ºC. Se realiza la degradación 
de celulosas y ligninas por bacterias y hongos (Aspergillus). 
- Maduración: Se estabiliza y polimeriza el humus a temperatura ambiente, desciende el 
consumo de oxígeno y desaparece la fitotoxicidad. 
- Afino: Se mejora la granulometría, se regula la humedad, se elimina el material no 
transformado, se realizan análisis y otros controles y se procede al envasado en su caso. 
A través de estos procesos, se transforman los residuos orgánicos (en este caso procedentes 
de jardinería) en recursos utilizables en la agricultura. 
El compostaje se puede realizar a través de varios sistemas, en los que se busca el control de 
la aireación: 
- En pilas o montones dinámicos: el material se dispone en largas pilas o montones de 2 a 
4 metros de altura, que pueden estar cubiertas o no. La aireación se puede llevar a cabo 
por convección natural ayudada de volteos periódicos. Es el método más económico en 
cuanto a su consumo de energía. 
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- En pilas estáticas aireadas por insuflación: Es un sistema donde la pila de compost 
permanece estática a lo largo del proceso de compostaje. El aire se introduce a través de 
un sistema situado en el suelo bajo la pila. Con este sistema se eliminan las condiciones 
anaerobias, ya que está asegurado un volumen constante de aire que además puede 
regularse a través de controladores según las necesidades de la masa. 
- En reactores o contenedores: Este sistema se aplica cuando se requieren tasas elevadas 
de transformación y condiciones muy controladas. El compost se hace rápidamente. Son 
sistemas más complejos y más costosos. Permite una amplia gama de diseños. La 
finalidad de estas metodologías es acelerar el proceso. Se consiguen tasas de procesado 
de hasta una semana frente a los sistemas tradicionales que duran entre uno y tres 
meses. 
I.4. Comunidad microbiana en el suelo 
Los microorganismos constituyen una parte importante del suelo. La mayor parte de la 
actividad de éstos se realiza desde la superficie hasta unos 20 cm de profundidad. La diversidad 
microbiana de cada muestra de suelo dependerá de las características del mismo así y como de 
las condiciones ambientales. Se pueden encontrar bacterias aerobias, anaerobias, actinomicetos, 
hongos y algas. 
Las bacterias pueden ser aerobias, anaerobias o facultativas (crecen con o sin oxígeno). Los 
géneros bacterianos más importantes en cuanto al interés agrícola son: Bacillus, Pseudomonas, 
Azotobacter, Azospirillum, Nitrosomonas, Nitrobacter, Clostridium, Thiobacillus, Lactobacillus 
y Rhizobium. 
Los actinomicetos o actinobacterias se nutren de materia orgánica, por tanto son 
heterótrofos. Degradan azúcares simples, proteínas, ácidos orgánicos y biopolímeros. Los 
géneros de actinomicetos más importantes son: Streptomyces, Nocardia, Micromonospora, 
Thermoactinomices, Frankia y Actinomyces. 
Los hongos forman una importante fracción de la biomasa total microbiana del suelo.  Éstos 
metabolizan compuestos carbonados de difícil degradación como celulosas, hemicelulosas y 
ligninas. También degradan azúcares simples, alcoholes, aminoácidos y ácidos nucleicos. 
Algunos hongos pueden establecer relaciones simbióticas con las raíces llamadas micorrizas. 
Los géneros de hongos más importantes asociados a las raíces de las plantas son: Aspergillus, 
Penicillium, Rhizopus, Trichoderma, Micromonospora, Glomus o Entrophospora entre otros. 
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Los microorganismos juegan un papel importante en la disponibilidad de nutrientes, 
crecimiento de las plantas y en la sanidad vegetal. Se ha estimado que un gramo de suelo 
contiene aproximadamente 10
9
 células procariotas y más de 2000 genomas distintos (Torsvik et 
al., 1990). Debido a la abundancia y diversidad el impacto de los procesos microbianos en el 
suelo están todavía poco estudiados. Los microorganismos del suelo son importantes 
reguladores de la productividad vegetal, especialmente en ecosistemas pobres en nutrientes 
donde los simbiontes de las plantas son los principales responsables de la adquisición de los 
nutrientes limitantes (Van Der Heijden et al., 2008). 
De todo el nitrógeno que las plantas usan anualmente, los hongos micorrízicos y las bacterias 
fijadoras de nitrógeno proporcionan del 5 al 20% en sabanas y praderas y hasta el 80% en 
bosques templados. En cuanto al fósforo, hongos y bacterias, proporcionan alrededor del 75% 
del total usado por la planta (Van Der Heijden et al., 2008). 
Los microorganismos que viven sin relación con las plantas también regulan fuertemente la 
productividad vegetal, a través de la mineralización, y la competencia por, los nutrientes que 
sustentan el desarrollo de la planta. 
Los microorganismos del suelo, incluidos los microbios patógenos, son también importantes 
reguladores de la dinámica y diversidad de las comunidades de vegetales, determinando la 
abundancia de las plantas, y debido a esto, en algunos casos, facilitando o impidiendo la 
invasión de plantas exóticas. 
Estimaciones conservadoras sugieren que alrededor de 20000 especies de plantas son 
totalmente dependientes de simbiontes microbianos para el crecimiento, lo que da una idea, de 
la importancia de la microbiota del suelo como reguladora de la riqueza de las especies 
vegetales de la Tierra. 
En cuanto a la productividad vegetal, la microbiota tiene un gran impacto. Tiene 
principalmente dos mecanismos: efectos directos en las plantas vía asociación con la raíz para 
formar  relaciones mutualistas o patógenas; o bien efectos indirectos, mediante la vía de acción 
de microbios que viven libres pero que alteran los niveles de suministro de nutrientes y del 
reparto de los recursos del suelo. 
Los microorganismos beneficiosos que colonizan las raíces, como determinadas bacterias y 
los hongos micorrízicos arbusculares, forman simbiosis con la mayor parte de las plantas y 
pueden promover el crecimiento de las mismas tanto en condiciones normales como de estrés 
(Sainz et al., 2006). 
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I.4.1. Influencia de los pesticidas en la microbiota del suelo 
El efecto de los pesticidas en los microorganismos del suelo está controlado por numerosos 
factores como la persistencia del mismo, la concentración, la toxicidad y su biodisponibilidad  
Los pesticidas interactúan con los organismos del suelo y con sus actividades metabólicas y 
puede alterar el comportamiento biológico y fisiológico de los microorganismos del suelo. La 
biomasa microbiana es un indicador muy importante de la actividad microbiana y proporciona 
una evaluación directa de la vinculación entre las actividades microbianas y las 
transformaciones de los nutrientes y otros procesos ecológicos (Hussain et al., 2009). Uno de 
los factores que más contribuye al impacto de los pesticidas es su biodisponibilidad en el suelo. 
Los procesos de adsorción y desorción regulan los procesos de concentración del contaminante 
en la solución del suelo y por lo tanto su biodisponibilidad, bioactividad y degradabilidad. 
Además de la textura del suelo, la presencia de materia orgánica y la vegetación también 
influyen en la toxicidad de los pesticidas sobre la microbiota edáfica.  
Otro factor influyente es la existencia del pesticida en el suelo él solo, su coexistencia con 
otros pesticidas, o con otros distintos contaminantes distintos, pues puede modificar el efecto en 
la actividad microbiana y su diversidad. La aplicación de pesticidas puede tener impacto en los 
microorganismos colonizadores de las raíces. También pueden tener un efecto nocivo sobre las 
algas, porque influyen en su crecimiento, fotosíntesis, fijación de nitrógeno, composición 
bioquímica, actividades metabólicas, etc. 
En cuanto a las reacciones bioquímicas existentes en el suelo la aplicación de los pesticidas 
puede estimular la nitrificación, desnitrificación y amonificación debido a los cambios que 
produce en las comunidades bacterianas responsables de llevar a cabo estos procesos. 
También hay una acción sobre las actividades enzimáticas. El suelo contiene enzimas libres, 
enzimas extracelulares inmovilizadas y enzimas que están dentro de las células bacterianas. 
Éstas son un indicador del equilibrio biológico del suelo, fertilidad, calidad y cambios en el 
estado biológico debido a la contaminación. La actividad de las enzimas edáficas está 
condicionada por sus relaciones con el suelo y otros factores ambientales. Los pesticidas tienen 
un impacto negativo en la actividad deshidrogenasa (Shuster and Schroeder, 1990), actividad 
que ocurre intracelularmente unida a los procesos de respiración celular (Bolton et al., 1985). La 
actividad deshidrogenasa es un indicador de la actividad microbiana del suelo, ya que si la 
microbiota se ve afectada por el pesticida también se verá afectada la actividad deshidrogenasa.  
Los residuos de algunos pesticidas pueden ser fuente de carbono para  algunos 
microorganismos y ser degradados y asimilados por ellos, pero también hay que tener en cuenta 
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los efectos negativos que a veces se producen.  Hay por tanto diversidad de efectos, 
dependiendo del pesticida, su toxicidad, las condiciones ambientales y otros condicionantes 
(Hussain et al., 2009). 
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II. Objetivos 
El alza del precio de los insumos en las explotaciones agrícolas españolas ha convertido su 
uso en un dilema para muchos agricultores. De ahí que se estén incorporando nuevas técnicas 
agrícolas menos dependientes de los mismos o que por lo menos racionalicen su uso como es el 
caso de la agricultura de conservación, la producción integrada, la agricultura ecológica, etc. 
Una parte muy importante de los costes de una explotación recae en los fertilizantes y un modo 
de sustituir su uso es la utilización de enmiendas orgánicas como el compost.  
Además es bien conocida la influencia de la microbiota del suelo en la producción vegetal. 
Se sabe también que la biomasa microbiana está influenciada por la presencia de pesticidas.  
De acuerdo con lo anterior el objetivo principal del trabajo fue estudiar el efecto en las 
comunidades microbianas del suelo, de la aplicación simultánea de una enmienda orgánica 
(compost) y un herbicida (triasulfurón), evaluando su actividad, abundancia y diversidad, y el 
posible impacto de la capacidad de la microbiota para la biodegradación de contaminantes y 
conservación y mantenimiento del suelo. 
Por tanto, los objetivos específicos propuestos son: 
1. Estudio de la disipación del triasulfurón en el suelo enmendado y sin enmendar en 
condiciones controladas y a diferentes dosis del herbicida. 
2. Evaluación de las modificaciones en el funcionamiento y estructura de las comunidades 
microbianas del suelo derivadas de la presencia de residuos del pesticida  y de la 
enmienda orgánica, estudiando la abundancia de la microbiota y sus actividades 
enzimáticas. Para ello se determinarán la actividad deshidrogenasa del suelo, la biomasa 
microbiana, la respiración del suelo y el perfil de ácidos grasos. 
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III. Material y me todos experimentales 
III.1. Materiales 
III.1.1. Residuo orgánico 
El residuo orgánico empleado ha sido el compost verde. El compost ha sido proporcionado 
por el Servicio de Parques y Jardines del Ayuntamiento de Salamanca. 
El compost se obtuvo a partir de un proceso de compostaje de residuos verdes procedentes 
de podas y del acondicionamiento de los espacios verdes existentes en los parques de 
Salamanca. Las características físicoquímicas del compost se muestran en la Tabla 3. 
III.1.2. Suelo 
El suelo empleado en el trabajo de investigación es un suelo agrícola procedente de la 
localidad de Toro (Zamora). Las características físicoquímicas y químicas del suelo fueron 
determinados por el Servicio de Análisis e Instrumentación perteneciente al Instituto de 
Recursos Naturales y Agrobiología de Salamanca (IRNASA). Previa a su determinación el 
suelo fue secado y tamizado (< 2mm). Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 3. 
El suelo es clasificado como un Típico Xerortent. El pH del suelo enmendado con respecto 
al sin enmendar vario de 6,29 a 7,05 aproximándose al pH del residuo orgánico (7,08). La 
capacidad de intercambio catiónico  del suelo (CIC) se modificó también después de la adición 
del residuo, así como el contenido de las bases de cambio Na, K, Ca y Mg. Sin embargo el 
parámetro que experimentó una mayor modificación derivado de la incorporación de los 
residuos orgánicos en el suelo fue el contenido en CO que aumentó desde 0.49% en el suelo no 
enmendado hasta 1.50% en el suelo enmendado. Según el análisis granulométrico del suelo se 
puede clasificar texturalmente como arenoso-franco. 
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Tabla 3. Características físico-químicas del suelo y de la enmienda orgánica 
Parámetro 
Compost (C) Suelo (S) S+C 
pH (Agua) 7,08 6,29 7,05 
CO
a
 (%) 8,06 0,49 1,50 
COD
b
 (%) 0.041 0,005 0,007 
N (%) 0,79 0,04 0,18 
C/N (%) 10,2 12,20 8,33 
CIC
c 
(Cmol/kg) 18,7 4,38 6,87 
Na (Cmol/ kg) 0,27 0,03 0,03 
K (Cmol/ kg) 56,4 0,66 2,78 
Ca (Cmol/kg) 28,9 6,96 17,2 
Mg (Cmol/ kg) 3,83 2,40 3,16 
Arcilla (%) - 9,29 - 
Limo (%) - 5,78 - 
Arena (%) - 84,9 - 
a
Carbono orgánico, 
b
Carbono orgánico disuelto, 
c
Capacidad de intercambio catiónico 
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III.1.3. Herbicida 
El nombre químico del triasulfurón es 1-[2-(2-cloroetoxi) fenilsulfonil]-3-(4-metoxi-6-metil-
l,3,5-triazin-2-il)urea. Tiene un punto de fusión situado entre los 187,9ºC y los 189,2ºC con una 
pureza del 99,5%. En el punto de ebullición se produce una descomposición térmica. El 
triasulfurón empleado fue en grado analítico PESTANAL® suministrado por Sigma-Aldrich 
Química SA (Madrid, España) (> 99% de pureza). Las  propiedades químicas más importantes 
del triasulfurón se encuentran en la Tabla 4. 
Tabla 4. Propiedades químicas del triasulfurón 
Estructura Química 
 
Nombre químico (IUPAC) 
1-[2-(2-cloroetoxi) fenilsulfonil]-3-(4-
metoxi-6-metil-l,3,5-triazin-2-il)urea 
Fórmula química  C14H16ClN5O5S 
Apariencia Polvo blanco 
Masa molecular (g mol
-1
) 401,8 
Solubilidad (en agua a 20ºC) (mg L
-1
) 815 (pH=7) ó 32 (pH=5) 
Índice de GUS 3,81 
Log Kow -0,59 (pH=6,9) 
pKa 4,64 a 20ºC 
λ máxima de absorción UV/VIS (nm) 223,4 – 282,8 
III.2. Métodos experimentales 
III.2.1. Diseño del experimento 
El suelo se enmendó in situ con compost a una dosis 50 t ha
-1
 en peso seco. Tras dos meses 
de estabilización se tomaron muestras del horizonte superficial de 0 a 20 cm. Las muestras se 
conservaron en cubetas en condiciones ambientales  en el IRNASA. De ellas se tomaron 
muestras para la realización del experimento, para ello el suelo se tamizó a un tamaño < 2mm. 
Las incubaciones se llevaron a cabo en contendores adecuados (Figura 4), conteniendo 700 
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gramos de suelo enmendado con compost y sin enmendar a los cuales se adicionaron dosis de 2, 
10 y 50 mg kg
-1 
de triasulfurón, dejando un contenedor enmendado y sin enmendar  como 
control (sin herbicida).  
Para obtener las distintas dosis de triasulfurón se prepararon dos patrones en metanol de 
1000 µg mL
-1
 y 5000 µg mL
-1
(éste utilizado sólo para la dosis de 50 mg kg
-1
). Los suelos se 
incubaron con una humedad correspondiente al 40% de su capacidad de campo, manteniéndola 
con la adición de agua esterilizada. La incubación se llevó a cabo en cámara termostatizada a 
20ºC.La degradación del triasulfurón en el suelo se determinó periódicamente fijando los 
tiempos de referencia: T0, T1 y T2. El punto inicial o T0 se estableció en el momento de la 
aplicación del herbicida en el suelo, T1 en el tiempo en el que la concentración del herbicida era 
del 50% y T2 cuando la disipación del herbicida fue total o al final del tiempo de incubación 
suelo-herbicida.  
Los parámetros biológicos determinados en los tres tiempos de referencia (T0, T1 y T2) han 
sido: la actividad deshidrogenasa del suelo (DHA), la biomasa microbiana, la respiración del 
suelo y el perfil de fosfolípidos de ácidos grasos (PLFA). 
 
Figura 4. Recipientes utilizados para la incubación de las muestras 
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Figura 5. Diagrama de flujo del estudio realizado 
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III.2.2. Determinación cuantitativa del herbicida 
La determinación del herbicida se realizó en intervalos de una o dos semanas entre los días 0 
y 170 después de la aplicación del herbicida en el suelo. Se pesaron 5 gramos de muestra de 
suelo, por duplicado, tratados con las diferentes dosis de herbicida y se procedió a la extracción 
del herbicida con 10 mL de una disolución de metanol: acetona  (50:50). La suspensión se agitó 
de forma continua durante 2 horas en un agitador rotatorio (Figura 7), se sonicó en baño de 
ultrasonidos durante 1 hora y se centrifugó a 5045 g durante 7 minutos. El sobrenadante se filtró 
con filtros de nylon de 45 µm y se trasvasó a los viales de inyección. 
La recta empleada para la cuantificación se realizó en extractos de suelo a concentraciones 
entre 0,1 y 50 µg mL
-1
. La recta de calibrado se preparó en el extracto del suelo control para 
evitar el efecto matriz.  
La determinación cuantitativa del triasulfurón se realizó utilizando la técnica de 
cromatografía líquida de alta resolución con detector de fotodiodos y espectrometría de masas 
(HPLC-DAD-MS). Se usó un cromatógrafo Waters (Milford, MA, USA) (Figura 8), con 
sistema de bombeo multisolvente modelo e2695 y sistema de inyector automático, detector de 
fotodiodos modelo 996, acoplado al espectrofotómetro de masas (MS) de cuadrupolo simple 
Micromas ZQ con interfaz de electrospay (ESI). La obtención y el tratamiento de datos se 
realizó con el software Empower Pro (Waters Technology).  
La columna empleada fue una Luna PFP2 de 150 mm × 4,6mm empaquetada con partículas 
de tamaño 3,0 µm (Phenomenex, Torrance, CA, USA) con una precolumna C-18 Waters 
Symmetry (Waters, Milford, MA, USA) para salvaguardar la misma. La fase móvil que se 
utilizó fue una solución de acetonitrilo (90%) y agua ultrapura (10%) acidificada con ácido 
fórmico (0,1%) con el fin de mantener un pH en la fase móvil inferior al pKa del triasulfurón 
(4,64) y al compuesto sin disociar dada su naturaleza de ácido débil. El flujo fue de 0,4 mL min
-
1
, con un volumen de inyección de 10 µL. Los parámetros del MS fueron: voltaje capilar 3,1 
kV; temperatura de la fuente, 120ºC; temperatura de desolvatación, 300ºC; flujo de gas de 
desolvatación 400 L h
-1
 y flujo de gas del cono, 60 L h
-1
.  
La relación masa/carga (m/z) fue de 402, se utilizó el modo de inyección en electrospay 
positivo y el tiempo de retención del triasulfurón fue de 5,1 min. Los límites de detección y 
cuantificación del método son 0,012 y 0,113 µg mL
-1
, la linealidad (r
2
) fue superior al 0,99. 
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Figura 6. Cromatograma del triasulfurón de uno de los análisis realizados 
 
 
Figura 7. Agitación de las muestras en la determinación cuantitativa del herbicida 
 
Figura 8. Cromatógrafo utilizado en la cuantificación del herbicida 
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III.2.3. Disipación del herbicida en suelo sin enmendar y enmendado 
El estudio de disipación del herbicida se realizó tomando muestras de suelo en intervalos de 
una o dos semanas entre los días 0 y 170 después de la aplicación del herbicida en los suelos, 
determinando la concentración del herbicida según las condiciones especificadas en el apartado 
III.2.2. Una vez determinada la concentración del herbicida las curvas de disipación se ajustaron 
a dos modelos cinéticos empleando la herramienta Solver de Microsoft Office Excel 2003 
(FOCUS, 2006): cinética de primer orden (SFO) y cinética de primer orden 
multicompartimental (FOMC). La bondad del ajuste del modelo cinético viene cuantificado 
mediante el test chi-cuadrado (χ2) que representa la desviación entre los valores calculado y 
observado relativo a la media de error, este valor es aceptable para un cierto grado de libertad si 
es inferior a un 15% (para un 5% de nivel de significación). Se calculó también el coeficiente de 
determinación (r
2
) para caracterizar la relación entre los valores calculados y observados. 
III.2.4. Determinación de la actividad deshidrogenasa del suelo 
La actividad deshidrogenasa del suelo (DHA) refleja el potencial catabólico de los 
microorganismos implicados en los intercambios de carbono. La deshidrogenasa actúa como 
catalizador de la reacción en que el 2,3,5-trifeniltetrazolium cloruro (TTC) se trasforma a 1,3,5-
Trifenilformazan (TPF). 
El método empleado ha sido el  descrito por Tabatabai (1994). La determinación se realizó 
por duplicado para cada recipiente incubado. Se pesaron 6g de suelo a los que se añadió 0,06 g 
de carbonato cálcico (CaCO3), 1 mL de solución TTC (2,3,5-Trifeniltetrazolium cloruro) al 3% 
y 2,5 mL de agua ultrapura. Se agitaron con vortex y se incubaron en estufa a 37ºC durante 24 
horas. El segundo día se añadieron 6 mL de metanol, se agitaron con vortex y se centrifugaron a 
5045 g durante 7 minutos. Se recogió el sobrenadante en un matraz de 25 mL con una pipeta 
Pasteur. Se repitió la operación dos veces adicionando en estos casos 7,5 mL de metanol en 
lugar de los 6 mL del anterior paso. Tras finalizar, los matraces se enrasaron con metanol. 
La absorbancia fue determinada en un espectofotómetro UV-vis a 485nm, utilizando metanol 
como blanco. 
III.2.4.1. Elaboración de la recta de calibrado 
Se preparó una disolución de TPF de 200 µg mL
-1
 (10 mg TPF en 50 mL de metanol) y se 
diluyó mediante agitación magnética. 
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Se preparó una segunda disolución de TPF en un matraz de 50 mL diluyendo 25 mL de la 
disolución de 200 µg mL
-1
 con metanol para conseguir una concentración final de 100 µg mL
-1
. 
Las disoluciones se mantuvieron en oscuridad y refrigeradas. 
A partir de la disolución de 100 µg mL
-1
 se prepararon patrones de concentración de: 0, 0,25,  
0,5,  1,  2,5,  5,  10,  20,  30, 40 y 50 µg mL
-1
de TPF. 
 
Los valores se expresan en µg g
-1
de TPF en suelo seco. 
III.2.5. Determinación de la biomasa microbiana del suelo 
La biomasa microbiana es un  índice para medir los cambios producidos en las propiedades 
biológicas del suelo. Se determinó utilizando el método de fumigación con cloroformo de 
Jenkinson y Powlson (1976). Éste método se basa en que la fumigación con cloroformo provoca 
la muerte de las células microbianas del suelo debido a que con la acción del mismo las 
membranas celulares se rompen, entonces el citoplasma y sus componentes queda en el suelo. 
El citoplasma se puede extraer con K2SO4 0,5M y los componentes del mismo (C, N, P…) se 
pueden cuantificar. 
En la 1ª fase (de fumigación) se pesaron 20 gramos de cada suelo en frascos ámbar por 
cuadruplicado. Dos muestras de cada suelo se fumigaron con 2 mL de cloroformo, dejándose las 
otras dos muestras sin fumigar. Todas las muestras se incubaron a 25ºC en cámara 
termostatizada durante siete días (Figura 9). Tras la incubación se eliminó cualquier traza de 
cloroformo en las muestras mediante su introducción durante 10 minutos en un desecador de 
vacío. 
En la 2ª fase (de extracción) se añadió a cada muestra 80 mL de una disolución de K2SO4 
0,5M, para conseguir una relación suelo:extractante de 1:4 (peso/volumen). Se agitaron las 
muestras durante 30 minutos y se dejaron en reposo otros 30 minutos. Tras lo cual se filtraron, 
recogiendo el extracto en tubos Pyrex® de 25 mL para determinar el amonio (Figura 10). 
El amonio presente se determinó por colorimetría con un autoanalizador de flujo segmentado 
modelo AutoAnalyzer 3 de Bran Luebbe. El autoanalizador posee una lámpara con un filtro 
absorbente selectivo, que absorbe todas las longitudes de onda menos la de 660 nm. Para 
analizar el amonio se añaden al extracto hipoclorito sódico, salicilato y un tampón realizado con 
40 g de citrato sódico en 1L de agua, añadiéndole después 2 mL del tensoactivo Brij, para 
después llevarlo a 40ºC. El tiempo de inyección fue de un minuto por muestra.  
Para elaborar la curva de calibrado se disolvieron 0,0566 g de (NH4)2SO4 en 100 mL de una 
disolución de K2SO4 0,5M en agua. La disolución obtenida se diluyó 10 veces en K2SO4 0,5M 
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con lo que se obtuvo una concentración de 12 µg mL
-1
de N. Esta se utilizó para obtener patrones 
de 0 a 12 µg mL
-1
de N. 
Para calcular el Nitrógeno extraído de la biomasa microbiana: 
                   (
   
 
)                            (
   
 
)                                (
   
 
) 
Los resultados se expresaron como mg C Kg
-1
 de suelo seco, pasando las concentraciones de 
nitrógeno a carbono con un factor de conversión de 21 (García Izquierdo, 2003). 
 
Figura 9. Muestras incubándose en cámara termostatizada en la determinación de la biomasa 
microbiana 
 
Figura 10. Filtrado de las muestras para la obtención del extracto a analizar 
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III.2.6. Determinación de la respiración 
La determinación de la respiración se llevó a cabo por técnica basada en la medida del 
consumo de oxígeno por parte de microorganismos que trabajan sobre un sustrato orgánico, el 
cual es degradado y oxidado a CO2. Se ha empleado un  respirómetro OxiTop Control BM6 con 
un Sistema de medida OxiTop Control OC 110 (WTW, Weilheim, Alemania) (Figura 11).  
Para determinar la respiración se pesaron 50 gramos de los suelos fortificados con 0, 2 y 50 
mg kg
-1
 de triasulfurón, introduciéndose cada muestra en el interior del respirómetro junto con  
un vaso con 10 mL de NaOH 0,1M cerrándose herméticamente a continuación. Se incubaron 7 
días a 25ºC y se tomó medida de la diferencia de presión una vez al día. El CO2 producido en la 
respiración bacteriana es captado por el NaOH produciéndose una presión negativa, que es 
medida por el respirómetro. Para los cálculos se utilizó su valor absoluto. 
Aplicando la ecuación de los gases ideales se obtienen los moles de oxígeno, los resultados 
son expresados como mg O2 g
-1
 de suelo seco. 
 
Figura 11. Muestras de suelo en el respirómetro en cámara termostatizada 
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III.2.7. Determinación del perfil de fosfolípidos de ácidos grasos 
(PLFA) 
Para el análisis de perfil de fosfolípidos de ácidos grasos se emplearon muestras de suelo 
liofilizadas. De cada recipiente y en cada tiempo de referencia se pesaron 10 gramos de suelo, 
por duplicado, se llevaron a congelación a -80ºC y posteriormente se liofilizaron en un 
liofilizador TELSTAR modelo LyoQuest durante 48 horas manteniéndose a 4ºC hasta su 
utilización. 
Todo el material usado en este ensayo, y los tapones de rosca de los tubos de ensayo poseían 
junta interna de teflón.  Para evitar posibles contaminaciones el material de vidrio, tras el lavado 
con jabón libre de fosfatos, se enjuagó con metanol, después con mezcla crómica, se aclaró con 
agua ultrapura y finalmente se sometió a 420ºC durante 8 horas en horno mufla. Tras el 
tratamiento térmico se enjuagó con hexano. 
Para la extracción y posterior análisis de los ácidos grasos se utilizó el método descrito por 
Marschner (2007) 
III.2.7.1. Extracción lipídica 
Para la fase de extracción lipídica (Figura 12) se pesaron 3g de suelo liofilizado de cada 
muestra en un tubo de ensayo 30mL de capacidad y se añadieron en el siguiente orden: 2,5mL 
de tampón citrato (ácido cítrico 0,15 M a pH=4 ajustado con NaOH), 2,5mL de cloroformo y 
5mL de metanol. Se agitó con vortex y posteriormente con agitador rotatorio durante 1 hora, 
tras lo cual se procedió a una centrifugación a 5045g durante 15 minutos. Se decantó el 
sobrenadante en un tubo de vidrio de 15mL, volviéndose a realizar una segunda extracción en la 
muestra de suelo repitiendo los pasos anteriores. El sobrenadante obtenido en la segunda 
extracción se transfirió a otro tubo de 15mL.  
A los dos sobrenadantes obtenidos se adicionaron 2,25mL de tampón citrato y 2,5mL de 
cloroformo; se invirtieron 10 veces y se mantuvieron en oscuridad a temperatura ambiente hasta 
el día siguiente para permitir la separación de las fases. 
La fase orgánica (inferior) de cada tubo se recuperó eliminando primero la fase acuosa 
(superior) en su totalidad mediante aspiración, transfiriéndola después a un nuevo tubo de 
ensayo de 10 mL de capacidad. Finalmente se procedió a la evaporación en corriente de N2 de 
los disolventes orgánicos en un evaporador VLM modelo EC2 equipado con un elevador VLM 
modelo EVA2 (Figura 13). Las muestras se conservaron a -18ºC hasta el siguiente paso del 
proceso preparativo. 
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III.2.7.2. Fraccionamiento de los ácidos grasos 
En la etapa de fraccionamiento de los ácidos grasos se utilizaron columnas de 
fraccionamiento de silica Phenomenex 100 mg de fase sólida y 1 mL de capacidad, 
acondicionándose antes del uso haciendo pasar dos veces 1 mL de cloroformo. Para la 
obtención de presión negativa se usó un manifold de presión Waters (Figura 14).  
El extracto lipídico desecado contenido en los tubos se disolvió en 300 µL de cloroformo, 
que se transfirieron a la columna de fraccionamiento con pipeta Pasteur, repitiendo la operación 
tres veces. Posteriormente se lavó la columna de fraccionamiento con 5 mL de cloroformo y 10 
mL de acetona, desechándolos. Finalmente se lavó la columna con 5 mL de metanol y se 
recogió el eluyente en un tubo de vidrio de 10 mL, evaporándose después en corriente de 
nitrógeno. Las muestras desecadas se conservaron a -18ºC hasta el siguiente paso del proceso 
preparativo. 
III.2.7.3. Metanólisis alcalina 
En la etapa de metanólisis alcalina se añadió a las muestras desecadas obtenidas en el paso 
anterior 1 mL de una disolución metanol:tolueno (1:1, v/v) y se agitaron con vortex para 
después incubar en baño de agua a 37ºC durante 15 minutos. Posteriormente se añadió 2 mL de 
una disolución hexano:cloroformo (4:1, v/v), 0,3 mL de una disolución de ácido acético 1 M y 2 
mL de agua ultrapura, agitándose la mezcla con vortex, para después proceder a una 
centrifugación a 504 g durante 5 minutos. La fase superior se transfirió con pipeta Pasteur a 
nuevos tubos de 10 mL. En los primeros tubos se adicionaron otros 2 mL de la disolución 
hexano:cloroformo (4:1, v/v) para realizar un lavado adicional y, tras otro proceso similar de 
agitación y centrifugación, la fase superior se juntó con la anterior. 
A los tubos que contenían las fases superiores se les añadieron 5 mL del reactivo de lavado 
(15 g L
-1
 de NaOH en agua), y estos se agitaron durante 5 minutos, para luego ser centrifugados 
a 5045 g durante 5 minutos. La fase superior formada en la centrifugación se transfirió a viales 
de 5 mL evaporándose en corriente de nitrógeno. 
Para finalizar, se adicionaron al extracto evaporado 300 µL de hexano y 24 µL del patrón 
interno (8 µg mL
-1
 de metil-nonadecanoato en una solución hexano:metil-terbutil-eter [1:1, 
v/v]). Tras el proceso las muestras se transfirieron a viales cromatográficos, conservándose a -
18ºC hasta su análisis. 
III.2.7.4. Análisis cromatográfico 
La determinación se realizó por cromatografía de gases con un equipo Agilent 7890A 
(Figura 15), equipado con un detector de ionización de llama y columna capilar HP-ULTRA 2 
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(J&W Scientific Inc.) de 25m de longitud, 0,2 mm de diámetro interno y 0,33µm de espesor de 
la fase estacionaria. 
Se inyectó un volumen de muestra de 2 µL. La inyección se realizó en el modo Split-splitless 
con una proporción 1:45. Como gas portador se utilizó Hidrógeno (H2) de gran pureza, a una 
presión de 9 psi en cabeza de columna y una velocidad lineal media de 26,165 cm seg
-1
. La 
temperatura del inyector fue de 350ºC y la del detector de 300ºC. En el horno cromatogáfico se 
inició el proceso a 170ºC, ascendió hasta 260ºC a una tasa de incremento de 5ºC min
-1
 y se llegó 
a una temperatura final de 310ºC durante 1,5 minutos.  
El procesado de los cromatogramas se hizo mediante el software Sherlock® 6.0 (MIDI Inc.; 
Newark, DE, EE.UU.). El área de cada pico fue normalizada dividiéndola por la parte del pico 
correspondiente al estándar interno, transformándose después a unidades de concentración en 
relación a la respuesta del estándar interno anteriomente determinado. Se obtuvo, tras realizar 
los cálculos, la concentración de cada ácido graso por peso de suelo seco en nmol g
-1
. 
Se tomaron en consideración solamente los ácidos grasos procedentes fundamentalmente de 
microorganismos (Bell et al., 2009; Bünemann, 2008; Olsson et al., 1997; Zak et al.,2000). 
 Los ácidos grasos y su correlación con los distintos grupos microbianos están recogidos en 
la Tabla 5. 
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Tabla 5. Ácidos grasos utilizados en el estudio 
Ácido grasoa Diagnóstico de: Grupo 
10:0 2OH Bacterias Gram negativas 
10:0 3OH Bacterias Gram negativas 
11:0 3OH Bacterias Gram negativas 
12:0 2OH Bacterias Gram negativas 
12:0 3OH Bacterias Gram negativas 
i 14:0 Bacterias Gram positivas 
i 14:0 3OH Bacterias Gram negativas 
14:0 2OH Bacterias Gram negativas 
i 15:0 Bacterias Gram positivas 
a 15:0 Bacterias Gram positivas 
15:0 3OH Bacterias Gram negativas 
i 16:0 Bacterias Gram positivas 
16:0 2OH Bacterias Gram negativas 
16:0 3OH Bacterias Gram negativas 
16:1 w5c Hongos Micorrízicos 
16:1 2OH Bacterias Gram negativas 
i 17:0 Bacterias Gram positivas 
a 17:0 Bacterias Gram positivas 
cy 17:0 Bacterias Gram negativas 
17:0 10Me Bacterias Actinobacterias 
18:3 w6,9,12,c Hongos Saprofitos 
18:0 10Me Bacterias Actinobacterias 
18:1 2OH             Bacterias Gram negativas 
cy 19:0 w8c Bacterias Gram negativas 
19:0 10Me Bacterias Actinobacterias 
20:4 w6,9,12,15c Hongos  
a La nomenclatura de los ácidos grasos está basada en el número de átomos de carbono: número de dobles enlaces, seguido 
por la posición del doble enlace desde el extremo metilo de la molécula. La configuración cis o trans está indicada por la 
letra c y t, respectivamente; las ramificaciones en posiciones iso y anteiso están indicadas por los prefijos i y a, 
respectivamente; el sufijo 10Me indica un grupo metílico unido al décimo átomo de carbono desde el extremo carboxílico; 
el prefijo cy indica la presencia en la molécula de un anillo de ciclopropano. 
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Figura 12. Fase de extracción lipídica 
 
Figura 13. Evaporador VLM modelo EC2 utilizado en las diferentes fases 
 
Figura 14. Manifold de vacío con las columnas de fraccionamiento 
 
Figura 15. Cromatógrafo de gases 
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IV. Resultados y discusio n 
IV.1. Estudio de la disipación del herbicida 
La Figura 16 muestra la evolución de las cantidades de triasulfurón en el suelo sin enmendar 
y enmendado con el compost, expresadas como porcentajes de la cantidad inicial aplicada. Se 
determinaron los parámetros cinéticos, constantes de velocidad de disipación y vida media, del 
herbicida en el suelo sin enmendar y enmendado a las tres dosis de herbicida utilizando el 
modelo cinético que mejor se ajustó a los datos de disipación. Para ello se siguieron las normas 
establecidas por el grupo de trabajo sobre cinéticas de degradación FOCUS (2006), empleando 
la hoja Excel con la herramienta solver, explicado en el apartado II.2.3 de Material y Métodos. 
Las curvas de disipación de triasulfurón se ajustaron mejor a cinéticas de primer orden (SFO) 
debido al menor valor de χ2 (error del ajuste) y con r2≥0.95. A partir de estas cinéticas se 
determinó la constante de velocidad (k) y la vida media (DT50) de disipación del herbicida 
(Tabla 6). 
Los tiempos de vida media (DT50) del triasulfurón aplicado a la dosis más baja mostraron 
diferencias en los suelos obteniendo un valor más bajo en el suelo sin enmendar (44.6 días) que 
en el enmendado (57.7 días). Cuando el herbicida fue aplicado a una dosis más alta (50 mg kg
-
1
), los valores de DT50 aumentaron en el suelo enmendado, mientras que la disipación fue 
ligeramente más rápida en el suelo sin enmendar. En el caso del suelo sin enmendar a una dosis 
de 10 mg kg
-1
 presenta una fase lag de 7 días que no se presenta en el suelo enmendado. La 
aparición de la fase lag ha sido relacionada con la adaptación que necesitan las comunidades 
microbianas para degradar los pesticidas (Marín-Benito et al., 2014). El suelo enmendado 
tratado con triasulfurón a una dosis de 10 mg kg
-1
 presentó un valor mayor de vida media (DT50) 
que en el mismo suelo tratado con triasulfurón a la dosis de 50 mg kg
-1
, lo que podría indicar 
una mayor influencia de la degradación química frente a la degradación microbiana. Se 
observaron menos diferencias en la velocidad de disipación (k) en el caso del S+C a diferencia 
de lo observado en el caso del S. 
El coeficiente de adsorción más alto obtenido para el triasulfurón en el suelo enmendado con 
compost podría explicar la velocidad de disipación más lenta del triasulfurón en este suelo a las 
tres dosis estudiadas  (Abaunza, 2014). Un mayor contenido de CO del S+C podría explicar la 
mayor adsorción de triasulfurón por este suelo y los valores de DT50 más altos encontrados para 
triasulfurón a las tres dosis estudiadas. La influencia de la adsorción en la cinética de disipación 
de triasulfurón y otros pesticidas en suelos se ha observado en muchos estudios, debido a una 
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disminución en la biodisponibilidad y la biodegradación de estos compuestos adsorbidos por el 
suelo (Marín-Benito et al., 2012, 2014; Pose-Juan et al., 2015; Said-Pullicino et al., 2004). 
 
Tabla 6. Parámetros cinéticos de disipación de triasulfurón aplicado a dosis de 2, 10 y 50 mg kg
-1
 en 
el suelo y suelo+compost 
 
Dosis 
 (mg kg
-1
) 
Fase 
lag (d) 
k  
(d
-1
) 
DT50 
(d) 
r
2
 χ 2 
Suelo 2  0,016 44,6 0,95 9,6 
Suelo+C 2  0,012 57,7 0,95 13,5 
Suelo 10 7 0,023 37,0 0,97 12,8 
Suelo+C 10  0,008 88,9 0,95 11,0 
Suelo 50  0,018 38,8 0,98 6,9 
Suelo+C 50  0,010 72,9 0,97 6,8 
 
La diferencia entre ambos suelos en la velocidad de disipación puede estar relacionada con la 
biodegradación o degradación microbiana (Gavrilescu, 2005), que es el resultado del 
metabolismo microbiano de los pesticidas y es a menudo la principal causa de la degradación de 
los pesticidas en el suelo y con la biodisponibilidad del compuesto para ser degradado. La 
biodegradación ocurre cuando los hongos, bacterias y otros microorganismos usan los pesticidas 
como fuente de carbono y energía. El contenido en materia orgánica, la textura, la temperatura, 
aireación y el pH afectan a la biodegradación. Todo esto está de acuerdo con los resultados de 
Singh y Kulshrestha (2006), en el que observa que la persistencia del triasulfurón en el suelo 
está influenciada por factores tanto bióticos (actividad microbiana) como abióticos (pH).  
Hasta el momento no existen estudios que hayan determinado la influencia del compost 
verde como enmienda en la disipación del triasulfurón. La mayor parte de ellos han estudiado el 
efecto de la  dosis de aplicación del herbicida (Sofo et al., 2012) o la influencia de la materia 
orgánica (Said-Pullicino et al., 2004) en la disipación del herbicida en el suelo. 
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Said-Pullicino et al., (2004) observaron que la enmienda de compost de residuos urbanos 
tiene una gran influencia en la persistencia y afecta al comportamiento de triasulfurón, 
aumentado su adsorción en el suelo enmendado, y por tanto su vida media, con respecto al suelo 
sin enmendar (de 19 a 23 días). La adición de enmienda orgánica a los suelos normalmente da 
lugar a un incremento en la actividad microbiológica debido a la disponibilidad de moléculas 
orgánicas simples (azúcares, aminoácidos, etc.). Sarmah et al., (1999) y Menne y Berger (2001) 
en sus estudios de disipación del triasulfurón en suelos sin enmendar concluyeron que el pH del 
suelo, el tipo de suelo y los microorganismos juegan un papel importante en la disipación de 
este herbicida. En estudios previos, Gennari et al., (2008)  obtuvieron valores de DT50  menores 
(8-32 días) que los encontrados en este trabajo, debido a la diferencia en las características de 
los suelos. La diferente velocidad de disipación del triasulfurón en el suelo sin enmendar y 
enmendado indica que la enmienda compost aporta microorganismos y  materia orgánica al 
suelo, que modifican la biodisponibilidad del herbicida en el suelo enmendado. 
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Figura 16. Cinéticas de disipación del triasulfurón aplicado a dosis de 2, 10 y 50 mg kg
-1
 en el suelo 
y suelo+compost 
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IV.2. Estudio de la actividad deshidrogenasa del suelo 
La actividad deshidrogenasa refleja la actividad total oxidativa de los microorganismos sobre 
la materia orgánica (Tabatabai, 1994). Es el resultado total de la actuación de diferentes 
deshidrogenasas que intervienen en el metabolismo respiratorio, en el ciclo del citrato y en el 
metabolismo del nitrógeno. Son enzimas únicamente intracelulares presentes en todas las 
células vivas. Como no se acumulan extracelularmente en el suelo, su medida refleja la cantidad 
de microorganismos viables y su capacidad oxidativa en el momento de la determinación 
(Sierra, 2012).  
Los resultados se muestran en la Figura 17 y existen diferencias entre los obtenidos en el 
suelo enmendado (S+C) con los obtenidos en el suelo sin enmendar (S), siendo en general los 
valores de la actividad deshidrogenasa superiores en el S+C. Este comportamiento ha sido 
observado también en estudios previos donde la actividad deshidrogenasa aumentó en los suelos 
enmendados (Marín-Benito et al., 2012, 2014; Pose-Juan et al., 2015). 
En el caso del suelo sin enmendar (S), en la muestra control (sin herbicida) no hay cambios 
con el tiempo de la actividad deshidrogenasa, manteniéndose constante. No ocurre lo mismo en 
el suelo sin enmendar en presencia de triasulfurón a dosis de 10 y 50 mg kg
-1
 donde existe un 
aumento claro de la actividad deshidrogenasa en el tiempo intermedio (T1) para luego volver a 
disminuir en el tiempo final de incubación (T2). En presencia de triasulfurón a la dosis de 2 mg 
kg
-1
 la actividad deshidrogenasa se mantiene constante en los dos primeros tiempos de medida 
para después disminuir en el tiempo final de incubación. Existen diferencias significativas (p< 
0,05) entre los valores de actividad deshidrogenasa debido a la influencia de las dosis de 
herbicida. Sin embargo, en el caso del S+C no existen diferencias significativas en los valores 
de actividad deshidrogenasa con la dosis de herbicida. La aplicación del compost al suelo podría 
enmascarar el efecto de la dosis de herbicida en la actividad deshidrogenasa del suelo. 
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Figura 17. Actividad deshidrogenasa en Suelo (S) y Suelo+Compost (S+C). Valores medios ± SD 
 
Se ha estudiado la influencia del tiempo de incubación sobre la actividad deshidrogenasa del 
suelo. En el S tratado con triasulfurón a las dosis de 2, 10 y 50 mg kg
-1
, la actividad 
deshidrogenasa presenta diferencias significativas entre T1 y T2 (p< 0,05), mientras que en el 
S+C las diferencias significativas se dan entre T0 y T2 (p< 0,05). En el suelo sin enmienda la 
actividad deshidrogenasa aumenta en una primera fase (T1) como reflejo de la adaptación y el 
crecimiento exponencial de los microorganismos, debido a la disponibilidad de las nuevas 
fuentes de carbono introducidas con el triasulfurón (dosis 10 y 50 mg kg
-1
). Posteriormente y 
como consecuencia de la biodegradación del herbicida esta va disminuyendo debido a una 
menor biodisponibilidad del herbicida. 
En el suelo enmendado con el compost, la actividad deshidrogenasa va aumentando con el 
tiempo de incubación independientemente de la presencia o no del herbicida. Esto puede ser 
debido a que la población de bacterias va aumentando, debido a la degradación de las fuentes de 
carbono aportadas principalmente por el  compost y el herbicida. La actividad deshidrogenasa 
en el S+C está relacionada con el aumento en el contenido de CO proporcionado por la 
enmienda. Estos resultados permiten concluir que la actividad deshidrogenasa está ligada al 
contenido de materia orgánica del suelo, coincidiendo con el estudio de Bolton (1985) en el que 
relaciona las actividades enzimáticas del suelo con el sistema de manejo del mismo (adición de 
una fuente extra de materia orgánica). 
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IV.3. Estudio de la biomasa microbiana del suelo 
La biomasa microbiana está formada por bacterias y hongos, los cuales descomponen 
residuos de cultivo y materia orgánica en el suelo. Este proceso puede liberar nutrientes en el 
suelo, como el nitrógeno, que quedan disponibles para su absorción por parte de las plantas. La 
dificultad del estudio de los componentes no cultivables de la microbiota del suelo llevó al uso 
de la biomasa microbiana del suelo para la cuantificación de los microorganismos del mismo 
como una única entidad. La biomasa microbiana del suelo es algo dinámico y variable y su 
actividad es responsable de la regulación de las transformaciones de la materia orgánica y de los 
ciclos de los nutrientes en el suelo. Un incremento de la biomasa microbiana se puede 
considerar beneficioso, mientras que una disminución de la misma puede ser considerado 
perjudicial si lleva aparejado una bajada de las funciones biológicas (González Quiñones, 2011).  
Los resultados obtenidos en el estudio de la biomasa microbiana medida a los tres tiempos  
(T0, T1 y T2) en el suelo sin enmendar y enmendado con compost sin herbicida y tratados con 
el triasulfurón a las dosis de 2, 10 y 50 mg kg
-1
 (Figura 18), indican que de manera general la 
biomasa microbiana es mayor en el suelo enmendado con compost que en el suelo sin 
enmienda, para cualquier tiempo y para cualquier dosis de herbicida, exceptuando el valor de la 
biomasa para el suelo sin enmendar sin herbicida (control) al tiempo T0. 
Existe influencia de la dosis de herbicida ya que las variaciones en la biomasa microbiana en 
el caso del S+C tratados con triasulfurón a la dosis de 50 mg kg
-1
 presenta diferencias 
significativas  con respecto a la dosis de 2 mg kg
-1
 y el control (p < 0.05) para ambos suelos. En 
ambos suelos los valores de biomasa son variables con los distintos tratamientos. En el S+C sin 
herbicida (control) y tratado con triasulfurón a dosis de 10 y 50 mg kg
-1
, la biomasa disminuyó 
al final del tiempo de incubación (T2). En el S+C tratado con el herbicida a la dosis de 2 mg kg
-
1
 la biomasa microbiana del suelo aumentó con tiempo de incubación. En el S tratado con 
triasulfurón a dosis de 2 y 10 mg kg
-1
 se observó un comportamiento similar. Sin embargo en el 
S tratado con triasulfurón a la dosis más alta de 50 mg kg
-1
 la biomasa disminuyó al final del 
tiempo de incubación. Inicialmente la biomasa en el suelo sin enmienda disminuyó con la 
aplicación del herbicida. Sin embargo, en el suelo enmendado con compost, la biomasa a tiempo 
T0 aumentó significativamente con las dosis de triasulfurón de 10 y 50 mg kg
-1
.  En un estudio 
previo Sofo et al., (2012) observaron una disminución en la biomasa microbiana determinada a 
al final de la incubación con el aumento de la dosis de triasulfurón con respecto al suelo control. 
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Figura 18. Biomasa microbiana en Suelo (S) y Suelo+Compost (S+C). Valores medios ± SD 
 
Los resultados indican que de manera directa la biomasa microbiana está relacionada con la 
enmienda de compost. Si la biomasa microbiana da una idea de la cantidad de microorganismos 
presentes en el suelo, esto indica que en el suelo enmendado el contenido de los mismos es 
mayor para las mismas dosis de herbicida y para los mismos tiempos de incubación con 
respecto al suelo sin enmienda, lo que da idea de la mejora de la calidad del suelo con la 
aplicación de la enmienda. 
IV.4. Estudio de la respiración del suelo 
La respiración  es la oxidación biológica de la materia orgánica a CO2 y ocupa una posición 
importante en el ciclo del carbono en los ecosistemas terrestres (Paz Ferreiro, 2006). La 
respiración es una medida del carbono potencialmente mineralizable en el suelo y refleja la 
actividad global o energía gastada por la microbiota, proporcionando una estimación de la 
capacidad de descomposición de estos microorganismos. La actividad metabólica de los 
microorganismos se puede cuantificar midiendo el CO2 producido. 
En la Figura 19 se muestran los resultados de respiración obtenidos para el suelo sin 
enmendar (S) y el suelo enmendado (S+C) sin tratar (control) o tratado con el triasulfurón a las 
tres dosis y a los tres tiempos de incubación. La aplicación del herbicida a dosis de 2 y 50 mg 
kg
-1
 influyó en la respiración de los suelos existiendo diferencias significativas (p˂ 0,05) para 
ambos suelos tratados con las distintas dosis de herbicida con respecto al suelo control. Se 
observa que en el suelo sin enmendar y en el suelo enmendado tratados con la dosis de 
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triasulfurón de 50 mg kg
-1
, la respiración fue más alta en el tiempo intermedio (T1) de 
incubación, disminuyendo luego en el tercer tiempo (T2) a una medida inferior a la inicial (T0). 
En el suelo sin enmendar (S) control presentó valores bajos de respiración y en el suelo sin 
enmendar tratado con triasulfurón a la dosis de 2 mg kg
-1
, el valor de la respiración fue el más 
elevado al tiempo inicial de incubación. El herbicida tuvo una influencia positiva en el valor de 
la respiración a dosis bajas y altas en ambos suelos. De manera similar, en un estudio previo, 
Sofo et al., (2012) observaron que un suelo tratado con triasulfurón a una dosis 10 veces 
superior a la dosis agronómica  presentó valores de respiración mayores que en el suelo control 
después de 30 días de incubación. 
 
Figura 19. Respiración del suelo en el suelo (S) y suelo+compot (S+C) sin triasulfurón (control) y 
tratados con 2 y 50 mg kg
-1
. Valores medios ± SD 
 
Si se comparan las medidas de respiración en el S+C con las del S, resultan mucho más bajas 
las del suelo sin enmendar, para todos los tiempos y para todas las dosis de herbicida, lo que 
vuelve a poner de manifiesto la influencia de la enmienda en la respiración del suelo debido a 
un cambio en la estructura de la microbiota del suelo. Este comportamiento fue observado 
también por Pavan-Fernandes et al.,(2005) explicando que la adición de enmiendas a los suelos 
aumenta la tasa de respiración, debido a una mayor disponibilidad del sustrato proveniente de la 
enmienda (Rodríguez-Liébana et al., 2014). 
 
0
100
200
300
400
500
600
m
g 
0
2
/k
g 
su
e
lo
 s
e
co
 
T0 T1 T2
Resultados y discusión 
 
43 
IV.5. Estudio del perfil de fosfolípidos de ácidos grasos (PLFA) 
del suelo 
Los ácidos grasos son el componente clave de la membrana celular de las células vivas. El 
fosfolípido está formado por una molécula de glicerol, dos grupos OH a los que están unidos 
dos ácidos grasos y un grupo OH que está ligado a un grupo fosfato. Por tanto los fosfolípidos 
son de carácter anfipático, debido a que están formados esencialmente por dos regiones: una de 
carácter apolar formada por los ácidos grasos y otra de carácter hidrófilo formada por el grupo 
fosfato. Estas moléculas unidas en dos capas, forman la membrana celular, colocando hacia el 
interior de esa bicapa el extremo hidrófobo y hacia el exterior de la membrana los grupos 
fosfato hidrófilos. 
Tradicionalmente, la respuesta al estrés a escala microbiana se ha estudiado a nivel de 
proceso, en términos de número, de tasa de respiración y actividad enzimática, que 
proporcionan los tamaños de agrupación totales y medidas brutas de actividad a una escala más 
amplia. Sin embargo, no son indicadores demasiado sensibles, debido a la redundancia de las 
funciones biológicas y las complejas interacciones existentes entre las comunidades. Es por ello 
que las comunidades microbianas han de estudiarse como tal, en términos de diversidad 
microbiana para evaluar la situación del ecosistema edáfico, lo que puede reflejar el 
desplazamiento inmediato de los organismos debido a cualquier perturbación o estrés y los 
efectos a largo plazo causados por sucesiones ecológicas en la comunidad microbiana (Kaur et 
al., 2005). El estudio del perfil de los ácidos grasos (PLFA) nos sirve para llegar a ese fin, pues 
debido a la especificidad que poseen los ácidos grasos de la membrana celular, nos da una idea 
de la composición de las comunidades microbianas de un suelo. Ésta técnica se basa en la 
extracción, fraccionamiento, metilación y análisis cromatográfico del contenido de fosfolípidos 
del suelo. 
Además en situaciones de estrés, tales como la limitación de nutrientes o sequía, los 
microorganismos producen ácidos grasos específicos de grupo. Por tanto, éstos se pueden 
utilizar para evaluar la estructura taxonómica de las comunidades microbianas (Marschner, 
2007). 
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Figura 20. Diagrama de análisis de los componentes principales de los resultados de los PLFAs del 
Suelo respecto al Suelo+Compost 
 
En este estudio (Figura 20), tras realizar un análisis de componentes principales (ACP) de los 
resultados obtenidos en el análisis PLFA, se puede ver ya claramente que  la estructura de las 
poblaciones microbianas son distintas en el suelo que en el suelo enmendado con compost. 
En la Tabla 7 se pueden observar los resultados del análisis de redundancia (RDA) de los 
efectos de la dosis de triasulfurón, el tiempo de incubación y su interacción sobre la estructura 
de las comunidades microbianas determinada según el porcentaje molar de los diferentes 
fosfolípidos de ácidos grasos (PLFAs) en las muestras. Los P-valor están basados en test de 
permutación de Monte Carlo (999 permutaciones). 
Como se puede observar en el suelo sin enmienda orgánica sólo es significativo (P-
valor<0,05) el efecto del triasulfurón aplicado al suelo. 
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Tabla 7. Resultados del análisis RDA de los perfiles PLFA obtenidos en muestras de Suelo 
Variables independientes Covariables F-ratio P-valor 
Varianza 
explicada (%) 
Dosis de triasulfurón (D) T 6,581 0,0180 13,1 
Tiempo incubación (T) D 2,283 0,2010 4,4 
D x T D, T 3,689 0,4370 7,2 
 
En el análisis de componentes principales realizado solamente con los datos obtenidos en 
Suelo (Figura 21) se puede corroborar lo anterior, que los datos varían con la dosis, no con el 
tiempo de incubación. Asimismo se ve que a mayores dosis de triasulfurón aumenta la 
abundancia relativa de las comunidades de bacterias Gram positivas y Gram negativas, así como 
las comunidades de actinobacterias. Esto es por otra parte lógico, dado que el contenido en 
materia orgánica del suelo es muy bajo (0,49%) y casi la única fuente de carbono de la que estas 
comunidades disponen es el triasulfurón. 
 
Figura 21. Diagrama de análisis de los componentes principales de los resultados de los PLFAs en 
Suelo 
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Según los resultados obtenidos (Tabla 8) mediante el análisis de redundancia (RDA) de los 
efectos del triasulfurón, el tiempo de incubación y su interacción sobre la estructura de las 
comunidades microbianas determinada según el porcentaje molar de los diferentes fosfolípidos 
de ácidos grasos (PLFAs) en las muestras enmendadas con compost concluye que, a diferencia 
de lo que ocurre en el suelo sin enmienda orgánica, en Suelo + Compost es el Tiempo de 
incubación (T) el que es significativo (P-valor < 0,05). Es decir, de la variable que más 
dependen los resultados es el tiempo de incubación (T0, T1 y T2). 
Tabla 8. Resultados del análisis RDA de los perfiles PLFA obtenidos en muestras de 
Suelo+Compost 
Variables independientes Covariables F-ratio P-valor 
Varianza 
explicada (%) 
Dosis de triasulfurón (D) T 2,778 0,1250 3,6 
Tiempo incubación (T) D 21,287 0,0010 31,5 
D x T D, T 3,687 0,2160 4,8 
 
Mediante el análisis de componentes principales (ACP) realizado con los resultados del 
análisis de los PLFAs (Figura 22) se puede comprobar que los resultados varían claramente 
con respecto al tiempo de incubación y no en relación a la dosis de triasulfurón. Esto puede 
deberse a que el contenido en materia orgánica del suelo enmendado (S+C) es mucho 
mayor que el del suelo sin enmienda (S): 1,50% frente al 0,49% respectivamente; por tanto 
la microbiota no es tan dependiente de la fuente de carbono que se le ha estado 
suministrando (triasulfurón). Además otra conclusión que se puede sacar es que a medida 
que transcurre el tiempo de incubación aumenta la abundancia relativa especialmente de 
actinobacterias y bacterias Gram positivas en relación a la de hongos, que predominan en 
T0. 
 
Resultados y discusión 
 
47 
 
Figura 22. Diagrama del análisis de los componentes principales de los resultados de los PLFAs en 
Suelo+Compost 
 
Se han realizado numerosos estudios sobre el efecto de diversos herbicidas en la evolución 
de las comunidades microbianas. Hay que distinguir los estudios realizados en suelo, como es 
este caso, de aquellos realizados directamente con diversos cultivos microbianos creciendo in 
vitro. (Lo, 2010). 
Se ha comprobado que en el caso de estudiar la microbiota edáfica, tras la adición de 
glifosato (en dosis recomendada de 5 kg ha
-1
) se observaron pequeños cambios en la estructura 
de las comunidades microbianas, pero al multiplicar la dosis por 100 se incrementó la biomasa 
fúngica mucho más rápido, así como también se observaron cambios en las bacterias (Ratcliff et 
al., 2010).  
Otro estudio realizado con isoproturon, en el que se relacionó, al igual que en éste, la 
microbiota edáfica con la degradación del herbicida, se observó (esta vez con un análisis 
DGGE) que al avanzar la degradación del herbicida, aumentaba la población de bacterias del 
género Sphingomonas spp (bacterias Gram negativas) (Bending y Rodríguez-Cruz, 2007). 
Sin embargo, otro estudio que se realizó, tras la aplicación en campo durante 10 años de 
diurón,linurón y clortolurón, mostró que la diversidad bacteriana decreció significativamente en 
los suelos tratados con estos herbicidas (El Fantroussi, 1999)
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V. Conclusiones 
1. Para cualquier dosis de triasulfurón los tiempos de vida media del herbicida (DT50) fueron 
menores en suelo (S)  que en el suelo enmendado (S+C) y la velocidad de disipación del 
herbicida fue siempre más rápida en suelo que en suelo con compost, indicando una mayor 
biodisponibilidad del herbicida en el suelo sin enmendar. 
2. Los parámetros bioquímicos (biomasa microbiana, actividad deshidrogenasa y respiración) 
fueron estimulados tanto por la adición de enmienda (compost) como por el aumento en la 
dosis de triasulfurón aplicado al suelo. 
3. El efecto del triasulfurón sobre la estructura de las comunidades microbianas edáficas 
resultó estadísticamente significativo únicamente en suelo sin enmienda orgánica, pero no 
así en presencia de compost, donde el triasulfurón no produjo ningún efecto destacable. 
4. En suelo enmendado con compost se observó una evolución de las poblaciones 
microbianas relacionada con el tiempo de incubación, aumentando las abundancia relativa 
de actinobacterias y bacterias tanto Gram negativas como Gram positivas en detrimento de 
los hongos, que fueron más abundantes en el estadio inicial del estudio. 
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